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หุมเซลลดานนอกของแบคทีเรียมีความสามารถในการรับยาไดตํ่า ในงานวิจัยนี้ผูวิจัยไดใชเทคนิค two-fold 
microbiological assay แสดงใหเห็นวาเชื้อ Bps ดื้อตอยาปฏิชีวนะที่ทดสอบเกือบท้ังหมดยกเวน 
ceftazidime และ meropenem นอกจากนี้เชื้อ E. coli ที่มยีีนสรางชองพอริน BpsOmp38 มีความไวตอยา
ปฏิชีวนะลดลงมากกวาเซลลท่ีไมมียีนพอรินหรือเซลลควบคุม เมื่อทําการกลายพันธุกรดอะมิโน Tyr119 ท่ีอยู
ตรงกลางชองพอริน BpsOmp38 เปน Ala (พอรินกลายพนัธุ BpsOmp38Y119A) สงผลใหเกิดการเพิ่มความ
ไวในการรับยาของ E. coli ไดดีข้ึน สวนการแทนที่พอรินดวย Phe (พอรินกลายพันธุ BpsOmp38Y119F) ทํา
ใหอัตราการแพรผานยาปฏิชีวนะลดลง  การตรวจวัดดวยเทคนิค BLM แสดงใหเห็นวา ความสามารถในการรับ
สารผานพอรินกลายพันธุ BpsOmp38Y119A ไดดีเนื่องจากแขนงขางของ Ala มีขนาดเล็กทําใหชองพอรินมี
ขนาดกวางข้ึน สวนแขนงขางของ Phe เปนวงแหวนที่มีความไมมีข้ัวสูงทําใหเกิดความหนืดข้ึนภายในชองพอ
รินทําใหเกิดการชะลอการแพรผาน ผลการทดลองจาก liposome swelling assays แสดงเห็นวามีการแพร
ผานของยาที่เชื้อ Bps มีความไวในการนาํเขาคือ ceftazidime and meropenem แตไมมีการแพรผานของ



























Burkholderia pseudomallei (Bps) is a Gram-negative bacterium that causes 
melioidosis, an highly infectious disease with high incidence in the populations in the 
northern and north-eastern parts of Thailand. Successful treatment of melioidosis is difficult 
due to high intrinsic resistance of Bps to most antibacterial agents. It has been suggested 
that the antimicrobial resistance of this organism may result from poor permeability of the 
porin BpsOmp38 channel located abundantly in the outer membrane (OM) of the 
bacterium. In this study, we employed two-fold microbiological assay to show that the 
clinical Bps strain was resistant to most antimicrobial agents and sensitive only to 
ceftazidime and meropenem. An E. coli, expressing BpsOmp38, exhibited considerably lower 
antimicrobial susceptibility than the control strain. In addition, mutation of Tyr119, the most 
prominent pore-lining residue in BpsOmp38, markedly increased drug susceptibility of the E. 
coli, substitution with Ala (mutant BpsOmp38Y119A), while substitution with Phe (mutant 
BpsOmp38Y119F) caused decreased membrane permeability. BLM measurements suggested 
that the higher permeability of BpsOmp38Y119A was caused by widening of the pore interior 
through removal of the bulky side chain. In contrast, the lower permeability of 
BpsOmp38Y119F was caused by introduction of the hydrophobic side chain (Phe), increasing 
the ‘greasiness’ of the pore lumen. Considerably, liposome swelling assays showed high 
permeability to ceftazidime and meropenem was observed, these being agents to which Bps 























กิตติกรรมประกาศ           ก 
บทคัดยอภาษาไทย                ข 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ               ค 
สารบัญ                ง 
สารบัญภาพ               จ 
สารบัญตาราง               ฉ 
บทที่  1 บทนํา  
ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวิจัย              1 
วัตถุประสงคของการวิจัย                 5 
ขอบเขตของการวิจัย                5 
ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย                6 
บทที่  2 วิธีดําเนินการวิจัย                7 
บทที่  3 ผลการวิจัยและขอวิจารณ               13 
บทที่  4 บทสรุป 
สรุปผลการวิจัย                 21 
ขอเสนอแนะ               21 
 เอกสารอางอิง          22 
ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก          24     























       หนา 
รูปที่ 1.1. แผนท่ีโลกแสดงการระบาดของโรคเมลิออยโดซสี     1 
รูปที่ 1.2. ชองพอรินท่ีผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ      2 
รูปที่ 1.3. โครงสรางสามมิติของพอรินของ E. coli      3 
รูปที่ 1.4. Swiss-Model ของ BpsOmp38       5 
รูปที่ 2.1 องคประกอบของ BLM set-up ที่ใชศึกษาการแพรผานของสารผานชองพอริน  10 
รูปที่ 2.2 องคประกอบของ BLM cuvette       10 
รูปที่ 3.1 โครงสรางทํานายของชองพอริน BpsOmp38      14 
รูปที่ 3.2. การวิเคราะหรคีอมบิแนนทโปรตีน BpsOmp38 ท่ีผลิตโดย E. coli สายพันธุ   15 
 BL21(DE3) Omp8  
รูปที่ 3.3. คุณสมบัติการสรางชองพอริน BpsOmp38 ดั้งเดิมและชองพอรินกลายพันธุ  18 
 โดยการวัดดวยวิธี planar lipid reconstitution technique 
รูปที่ 3.4. แสดงอัตราการแพรผานของน้ําตาลโมโนแซคคารไรดและน้ําตาล    19 
 โอลิโกแซคคารไรดผาน proteo-liposome ของพอริน BpsOmp38  
รูปที่ 3.5. แสดงอัตราการแพรผานของยาปฏิชีวนะผาน proteoliposome ของพอริน BpsOmp38  20 
รูปที่ 4.1. แสดงความเช่ือมโยงระหวางการดื้อตอยาปฏิชีวนะและพอริน BpsOmp38 ของ  21 




























       หนา 
ตารางท่ี 2.1. แสดงลําดับของโอลิโกนิวคลีโอไทดที่ใชสรางโปรตีน BpsOmp38 กลายพันธุ  7 
ตารางท่ี 3.1. ผลการทดสอบการดื้อยาของเชื้อ B. pseudomallei โดยวิธ ี   13 
     two-fold dilution method 
ตารางท่ี 3.2. การวิเคราะหเพปไทดของโปรตีนท่ีทําบรสิุทธ์ิดวยวิธี nanoLC mass spectrometry 16 















เชื้อ Burkholderia pseudomallei เปนแบคทีเรียแกรมลบที่กอใหเกิดโรคตดิเชื้อรายแรงคอืเมลิออยโดซสี 
สัณฐานของโคโลนีมีลักษณะหยัก มีสีครีมหรือสีแทน และสามารถแยกเชื้อนี้ไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
Ashdown’s agar โดย B. pseudomallei จะใหสัณฐานของโคโลนีมีลักษณะหยัก มีสีครีมหรือสีแทน ใน
อาหารเหลวเชื้อสามารถเคลื่อนไหวโดยใชสวนที่เรียกวาแฟลกเจลลา (flagella) และสามารถยอยสลายน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยว เชน กลูโคส มอลโตส แลคโตส แมนนิทอล และน้ําตาลโมเลกุลคู เซลโลไบโอส เพ่ือนําไปใชเปน
สารอาหารภายในเซลลได (Delost, 1997) มีรายงานเก่ียวกับการระบาดของโรคติดเชื้อเมลิออยโดซีส ทั้งในคน
และสัตวทั่วโลกในภูมิภาคโซนรอนครอบคลุมประเทศในแถบอเมริกากลาง และโดยเฉพาะอยางย่ิงเปนปญหา





รูปที่ 1.1. แผนที่โลกแสดงการระบาดของโรคเมลิออยโดซีส (แหลงที่มา: Center for Disease Control and 
Prevention และ Ellis and Titball, 1999) พื้นที่สีน้ําตาลเขมแสดงพ้ืนที่ที่มกีารระบาดสูงสุด 
 
การศึกษาคร้ังแรกพบวาเชื้อนี้ปนเปอนอยูในดินโคลนและแหลงน้ํานิ่ง แตสามารถแพรกระจายอยางรวดเร็วไปใน
อากาศในสภาพรอนชื้นและในชวงหนาฝน อาการเจ็บปวยอันเปนสาเหตุมาจากการติดเชื้อ B. pseudomallei 
สามารถเกิดข้ึนไดในหลายลักษณะทั้งแบบเฉียบพลัน กึ่งเฉียบพลัน และแบบเรื้อรัง (Brown and Beacham, 
2000) ลักษณะอาการของโรคแบบเฉียบพลันโดยทั่วไปคือ ปอดบวม เปนไข และเกิดสภาวะ leukocytosis ภายใน 
2 ถึง 3 วัน หลังจากการติดเชื้อ ในกรณีผูปวยที่มีอาการรุนแรงจะเกิดอาการระบบหายใจลมเหลว เกิดฝหนอง















สําหรับกลไกการเกิดโรคนั้นมีการศึกษาพบวาเชื้อ B. pseudomallei ผลิตทอกซินบางชนิดซึ่งมีผลยับยั้งการ
สังเคราะหดีเอ็นเอและโปรตีนของ macrophage การที่เชื้อแบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนไดใน macrophage 




et al., 1994) โดยภายในโครงสรางของเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียแกรมลบจะมีโปรตีนชนิดหนึ่ง
เรยีกวา พอริน (porin) โปรตนีนี้ทําหนาที่นําสารตาง ๆ เขาหรอืออกจากเซลลเนื่องจากโปรตีนนี้มีโครงสรางพิเศษ




รูปที่ 1.2. ชองพอรินที่ผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบทําหนาที่ในการนําสารอาหารและโมเลกุลเล็ก ๆ ผานเขา
เซลล 
 
พอรินจะฝงตัวอยูในสวนของเยื่อหุมเซลลชั้นนอก (outer membrane) และมีคณุสมบัติใหโมเลกุลที่มขีั้วที่มขีนาด
เล็กกวา 600 ดาลตัน เชน น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว น้ําตาลโมเลกุลคู รวมทั้งยาปฏิชีวนะหลาย ๆ กลุม ผานอาจจะโดย
ขบวนการแพร (non-specific diffusion)  หรอืแบบเลือกผาน (selective diffusion) ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของชองพอ
ริน นอกจากนี้สวนของโปรตีนที่อยูในชั้น peptidoglycan ยังมีสวนรวมในการรักษารูปรางของเซลลและทําหนาที่
เปนตัวรับ (receptor) ที่จําเพาะของ bacteriophage และ bacteriolycin อีกดวย (Albert I’ et al., 1995) 
 
โปรตีนพอรินท่ีไดรับการศึกษามากทั้งทางดานโครงสราง หนาที่ และยีนที่แสดงออก มีสามชนิดคือ OmpF OmpC 
และ PhoE ซึ่งเปนโปรตีนจากเชื้อ E. coli (Rocque and McGroarty, 1990; Cowan, 1995 และ Nikaido, 
1994) จากการศึกษาโครงสรางสามมิติของโปรตีนพอรินใน E. coli ชนิดตาง ๆ พบวาประกอบดวยหนวยยอย ๆ 
สามหนวยที่เหมือนกัน โดยแตละหนวยจะประกอบดวยสายบีตา จํานวน 8-22 สายมาจัดเรียงตัวในทิศตรงขามกัน 













รูปที่ 1.3. โครงสรางสามมิตขิองพอรินของ E. coli (แหลงที่มา: Molecular of the Cell, Chapter 10, 4th 
edition, Alberts et al., New York: Garland Science; 2002) 
 
การศึกษาการทํางานของพอริน OmpC และ PhoE โดยเทคนิค site-directed mutagenesis ชวยอธิบายกลไก
การนําสารผานเขา-ออกของสารของแบคทเีรีย E. coli โดยพบวาสวนของ   restriction loop ที่ยื่นเขาไปในชอง
ของพอริน มีความสําคญัในการกําหนดขนาดของโมเลกุลที่จะผานเขา-ออกจาก pore (Cowan et al., 1992)  
พอรินอีกชนิดหนึ่งคือ OmpG จากเชื้อ E. coli เชน สามารถสรางชองจากหนวยยอยเดียว โดยทําหนาที่ในการผาน
ของนํ้าตาลโมโน- ได- และ ไตรแซคคาไรด (Behlau et al., 2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาโปรตีนพอริน
ในแบคทีเรียแกรมลบอ่ืน ๆ เชน จากเชื้อ Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Burkholderia (formerly 
Pseudomonas) aeruginosa, Aeromonas salmonicida, Chlamydia trachomatis, 
Rhodopseudomonas capsulate, R. spaeroides, Paracoccus dentrificans, Neisseria gonorrhoeae 
และเชื้อ Brucella หลาย ๆ ชนิด (Hancock et al., 1979; Douglas et al., 1981; Darveau et al., 1983; 
Bavoil et al., 1984; Douglas et al., 1984; Flammann and Weckesser, 1984; Olesky et al., 2006; and 
Gotoh et al., 1989) จากการศึกษาโครงสรางของพอรินจากแบคทีเรียหลายชนิดพบวาพอรินมีโครงสรางรวมกัน





1. พอริน MOMP จากเชื้อ Chlamydia เปนโปรตีนขนาด 40 kDa มีสวนเก่ียวของกับพยาธิสภาพของผูปวย
ที่ติดเชื้อ ไดแก ทําใหเปนหมัน การแทงบุตร ตาบอด โรคปอดบวม หลอดลมอักเสบ โรคภูมิแพ โรคหลอด
เลือดอุดตัน และ Alzheimer’s จากการเปรยีบเทียบลําดับของกรดอะมิโนระหวางพอรนิ MOMP ของ
แบคทีเรยีหลายชนิด ประกอบกับการทดลองทํา Epitope Mapping Studies พบวา โปรตีนนี้มี 
immunogenic epitopes ในสวนของ variable segments ที่เหนี่ยวนําการสราง neutralizing 
antibodies ที่สามารถชวยปองกันการติดเชื้อ Chlamydia ในแกะ ทําใหโมเลกุล MOMP เปนเปาหมาย










2. พอริน OpcPO ที่แยกจากเชื้อ B. cepacia พบวามีบทบาทสําคัญตอการกอโรค cystic fibrosis 
เนื่องจากโปรตนีนี้มี low susceptibility ตอยาปฏิชีวนะในกลุม beta-lactam ทําใหเชื้อดื้อตอยาในกลุม
นี้ (Tsujimoto et al., 1997) 
3. พอริน OMF และ OMP จากการศึกษาในเชื้อแบคทีเรียสามชนิดคือ เชื้อ B. aeruginosa เชื้อ 
Stenotrophomonas maltophilia และเชื้อ B. cepacia โดยวิธี Tripatite Efflux Systems พบวา
โปรตีนมีสวนเก่ียวของตอการดื้อตอยาปฏิชีวนะหลายกลุมโดยกลไกที่เรียกวา Multi-resistance 
Mechanism 
4. พอริน OM-1 และ OM-2 จากเชื้อ B. pseudomallei จากการการผานเขาออกของสารผานชองพอรินทั้ง
สองโดยวิธี liposome swelling assay และ antimicrobial agent susceptibility test พบวาโปรตีน 
OM-1 ทําหนาที่เปนชองผานของโมเลกุลมีข้ัวขนาดเล็ก ๆ เชน น้ําตาลโมโนแซคคาไรด และอาจมีสวน
เก่ียวของกับกลไกการดื้อยาในกลุม beta-lactam aminoglycosides macrolides และ polymyxins 
ของเชื้อ B. pseudomallei (Gotoh et al., 1994) 
5. พอริน OmpPst1 และ OmpPst2 จากเชื้อ Providencia stuartii  การศึกษาโดย Tian et al (2010) 
พบวาพอรินสองชนิดน้ีเก่ียวของกับการดื้อยาในกลุม β-lactam ของเชื้อนี้ 
 
สวนงานวิจัยที่ผูวิจัยไดดําเนินการกอนหนานี้คือการแยกโปรตีนพอรินสองชนิดคือ BpsOmp38 และ 
BthOmp38 ซึ่งเปนโปรตีนผิวนอกของเชื้อ B. pseudomallei และ B. thailandensis ตามลําดับ พบวา
โปรตีนในสภาพธรรมชาติมีลักษณะเปน 3 หนวย (Mr 110,000) ซึ่งประกอบดวยหนวยยอยที่เหมือนกัน Mr 
38,000) จากขอมูลที่ไดจากการทํา peptide mass fingerprint ทําใหสามารถแยกยีน Omp38 จาก
โครโมโซมของเชื้อทั้งสองได ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน BpsOmp38 และ BthOmp38 พบวาเหมือนกัน 98% 
และมีลําดับของกรดอะมิโนของโปรตีนเหมือนกัน 99.7% (Siritapetawee et al., 2004a)   นอกจากนี้ยังได
ทาํการผลิตโปรตีน Omp38 ในแบคทีเรีย E. coli ในรปู inclusion bodies และทําใหกลับมามีสภาพ
ธรรมชาติโดยใชระบบบัพเฟอรที่มี 10% (w/v) Zwittergent 3-14  (Siritapetawee et al., 2004b)  
จากการศึกษาโครงสรางทุติยภูมิโดยเทคนิค FTIR และ CD spectroscopy พบวาโปรตีน Omp38 มี
องคประกอบหลักเปน β-sheet จากการศึกษาหนาที่ของพอรินดวยวิธี liposome-swelling assays พบวา
โปรตีน Omp38 มีคุณสมบัติเปน non-specific channel ที่มีความสามารถใหสารละลายน้ําตาลที่มีน้ําหนัก
โมเลกุล < 650 Da ผานเขาออกได จากการทํานายโครงสรางของพอรินพบวามีโครงสรางเปน β-barrel 
ประกอบดวย 16-stranded β-barrel 8 periplasmic turns และ 8 external loops   
 
งานวิจัยที่ไดรายงานไปแลวลาสุดผูวิจัยไดทําการศึกษาคุณสมบัติของ BpsOmp โดยเทคนิค planar lipid 
reconstitution พบวาพอริน BpsOmp38 สรางชองพอรินเดี่ยวที่ยอมใหอิออนขนาดเล็กแพรผานไดโดยให
คาเฉลี่ยการนําอิออนหรือคา conductance ที่ความตางศักย ±100 mV อยูที่ 1.7±0.3 nS ตอจากนั้นได
ตรวจหาอัตราการผานเขาชองเดี่ยว BpsOmp38 ของยาปฏิชีวนะ 4 กลุมคือ β-lactams cephalosphorin 
cabapenem และ fluoroquinolone พบวาคา on-rate ของการสารปฏิชีวนะมีคาดังนี้ norfloxacin >> 
ertapenem > ceftazidime > cefepime > imipenem > meropenem > penicillin G สวนการศึกษา










ตามอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึน สวนคา residential time หรอืเวลาท่ี ertapenem จับกับ affinity site ภายในชอง 
BpsOmp38 จะลดลงในทิศทางตรงขาม(Suginta et al., under review, BBA-Biomembranes)  
 
สวนการศกึษานี้เปนงานวิจัยตอยอดเพื่อศึกษาถึงชนิดของกรดอะมิโนที่อยูภายในชองพอรินที่ทําหนาที่จับและ
กําหนดอัตราการผานเขาชอง BpsOmp38 ของยาปฏิชีวนะ โดยการศึกษาโครงสรางสามมิติพื้นฐานพบวามี
กรดอะมิโนอยูสามตัวที่อาจทําหนาที่เปน pore-confining residues คือ Arg100 Tyr119 และ Thr134 ดัง









1. การทํานายโครงสรางสามมิติของ BpsOmp38 จาก multiple template 
2. การคัดเลือกและการกลายพันธุกรดอะมิโนที่นาจะมีผลตอการนํายาปฏิชีวนะผานเขาชองพอริน 
BpsOmp38 




property และกําหนด translocation rate ของอิออนและยาปฏิชีวนะในกลุมตาง ๆ การกลายพันธุจะ
กระทําโดยอาศัยเทคนิค PCR-based site directed mutagenesis หลังจากนั้นทําการเตรยีมรีคอมบิแนนท
โปรตีนและการทําบริสุทธิ์ การศึกษาผลของการกลายพันธุทําโดยเทคนิค planar lipid reconstitution 














ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากงานวิจัยนี้มี 4 ประการหลักคือ 
1. เปนองคความรูในการวิจัย เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ยังไมมีผูใดดําเนินงานมากอน จึงคาด
วาผลสัมฤทธ์ิจากการวิจัยจะสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานาชาติที่มี impact factor 
มากกวา 3 ไดอยางนอย 1 เรื่อง และการเผยแพรในรูปโปสเตอรหรือการบรรยายอีก 1-2 ในที่
ประชุมระดับนานาชาติอยางนอย 1 คร้ัง  
2. เปนการสรางนักวิจัยรุนเยาวผานหลักสูตรบัณฑิตศึกษาของสาขาวิชาชีวเคมีและสาขาวิชาเคมี ของ
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีโดยเทคโนโลยีที่จะนํามาใชในงานวิจัยจัดเปนความเชี่ยวชาญเฉพาะ






1. โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
2. สถาบันวิจัยทางการแพทยอื่น ๆ เชน คณะแพทยศาสตร คณะเวชศาสตรเขตรอน ของมหาวิทยาลัย
ทั่วประเทศ  
3. หนวยงานระดับนานาชาติ เชน สถาบันวิจัยทางการแพทยระดับนานาชาติ และองคการอนามัยโลก  
































2.1. การสรางโปรตีนกลายพันธุ BpsOmp38 
 
ทาํการกลายพันธุกรดอะมิโน Y119 ที่ตําแหนงกลางชอง BpsOmp38 โดยเทคนิค PCR-based site-directed 
mutagesis สวนดีเอ็นเอตนแบบที่ใชคือยีน BpsOmp38 ที่โคลนเขาไปใน pET23d(+) vector ไวแลวใน
การศึกษาอื่น (Suginta et al., BBA, 2011) โดยเรียก construct นี้วา pET23d(+)/BpsOmp38 สวนคูโอลิโก
นิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ออกแบบการกลายพันธุแสดงในตารางที่ 2.1. 
 
ตารางที่ 2.1. แสดงลําดบัของโอลิโกนิวคลีโอไทดที่ใชสรางโปรตีน BpsOmp38 กลายพันธุ 
โปรตีนกลายพันธุ ลําดับนิวคลีโอไทด 
BpsOmp38Y119A forward primer: 5’-CTGGGCCGTCAGGCCGACGCAACCCAAGAC-3’ 
reverse prime: 5’-GCTTTGGGTTGCGTCGGCCTGACGGCCCAG-3’ 
BpsOmp38Y119F forward primer: 5’-GGGCCGTCAGTTCGACGCAACCCAAG-3’ 
reverse primer: 5’-CTTGGGTTGCGTCGAACTGACGGCCC-3’ 
     หมายเหตุ นิวคลีโอไทดที่ขีดเสนใตคือสวนท่ีเปลี่ยนเพ่ือสรางกรดอะมิโนท่ีกลายพันธุ 
 
เมื่อทําการออกแบบไพรเมอรที่ตองการแลวทําการกลายพันธุยีนดวยเทคนิค PCR-based site-directed 
mutagenesis ตามวิธี QuikChange Site-Directed Mutagenesis protocol ของ Stratagene หลังจากทําการ
ยอยดีเอ็นเอแมดวยเอนไซม DpnI แลวทําการ transform พลาสมิดที่มีแตยีนกลายพันธุเขาไปในเชื้อ E. coli XL1-
Blue หลังจากนั้นทําการสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคโลนีที่ไดโดยใช QuickClean II Plasmid Miniprep 
Kits (GenScript, Piscataway, NJ, USA) แลวนําพลาสมิดที่มียีนกลายพันธุที่ใหชื่อวา
pET23d(+)/BpsOmp38Y119A และ pET23d(+)/BpsOmp38Y119F เขาสู E. coli DH5α เพ่ือเพ่ิมจํานวนรี
คอมบิแนนทพลาสมิด ทําการสกัดพลาสมิดอีกคร้ังแลวทําการตรวจสอบความถูกตองของยีนกลายพันธุทั้งสองสายดี
เอ็นเอโดยวิธี automated DNA sequencing (First BASE Laboratories Sdn Bhn, Selangor Darul Ehsan, 
Malaysia)  
  
2.2. การศึกษาการแสดงออกและการทําบรสิุทธิ์โปรตีน  
 
นําพลาสมดิ pET23d (+)/BpsOmp38, pET23d (+)/BpsOmp38Y119A, และ pET23d 
(+)/BpsOmp38Y119F เขาสูเซลล E. coli BL21 (DE3) Omp8 Rosetta โดยวิธี CaCl2 เซลล E. coli สายพันธุนี้
ไดผานการทํา gene knockout ทําใหยีนพอริน LamB OmpF OmpC และ OmpA ในจีโนมถูกทําลาย (Prilipov 
et al.,1998) จึงมีความเหมาะสมในการใชศึกษาการผลิตชองพอริน BpsOmp38 เพราะเซลลนี้ไมสามารถสรางพอ











• การเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีน BpsOmp38  
1. ทําการเลี้ยงเชื้อ E. coli Omp8 (pET23/BpsOmp38) บนอาหารแข็ง LB agar plate ที่เติม 100 
µg/mL Amp ในตูบมที่ 37ºC เปนเวลา 16 ชั่วโมง 
2. เขี่ยโคโลโนเดี่ยวลงใน 250 มิลลิลิตร ของอาหารเหลว LB/Amp ในเตรียมใน flask ขนาด 1 ลิตร ทํา
การเขยาในตูเขยาดวยความเร็วรอบ 250 rpm เปนเวลา 16 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 37°C 
3. ถายเชื้อลงในอาหารเหลว LB/Amp ปริมาตร 9x350 มิลลิลิตรในเตรียมใน flask ขนาด 1 ลิตร แลว
ปรับคา OD600 ใหเทากับ 0.1 ทําการเลี้ยงเชื้อตอที่อุณหภูมิ 37°C จนเซลลมีการเจริญเติบโตถึงชวง 
mid-log phase ทําการตรวจคา OD600 ใหเทากับ 0.5-0.8 
4. เติม IPTG ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.4 mM เพ่ือเหนี่ยวการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน
BpsOmp38 ทําการเลี้ยงเชื้อตอเปนเวลา 6 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37°C 
5. ปนเก็บเซลลท่ีความเร็ว 4,500 rpm เปนเวลา 15 นาที ตั้งอุณหภูมิในการปนที่ 4ºC 
6. เก็บเซลลที่ในสวนตะกอน ไวที่ -20°C  
• การสกัดโปรตีน BpsOmp38 จากผนังเซลลแบคทีเรยี E. coli BL21 (Omp8) Rosetta 
- การสลายเซลล 
1. ทําการละลายเซลลดวยอัตราสวน 1 กรัมของน้ําหนักเซลลเปยกตอ 10 มิลลิลิตร ของ lysis 
buffer (20 mM Tris-Cl pH 8.0, 2.5 mM MgCl2, 0.1 mM CaCl2)  
2. เติม 100 ไมโครลิตรของ RNase A (10 mg/mL) และ 10 ไมโครลิตรของ DNase I (10 
mg/mL) ตอปริมาตร 10 มิลลิลิตร ของบัพเฟอร 
3. สลายเซลลดวย French Press homogenizer 
4. เติม 20% (w/v) SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตอ 10 มิลลิลิตรของ cell suspension ท่ีเตรียมได 
บมสารละลายเซลลที่ 60°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ 
5. ปนเก็บสวนตะกอนที่ไดจากการปนที่ความเร็วรอบ 22,000 rpm ที่ 4°C เปนเวลา 60 นาที  
- การเตรียมการสกัดดวย SDS 
1. ลางตะกอนดวย 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 เพื่อกําจัด SDS ที่หลงเหลืออยู 
2. เติม 0.125% (v/v) octyl-POE เตรียมใน 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 สัดสวนที่เติม
คือ 5 มิลลิลิตร ตอ 1 กรัมของตะกอน 
3. บดตะกอนดวย Potter-Elvehjem homogenizer จนไมเห็นกอนตะกอนหลงเหลืออยู 
4. บมสารละลายตะกอนที่ 37°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ขณะบม 
5. ปนเก็บตะกอนที่ความเร็วในการปน 40,000 rpm ที่ 4°C เปนเวลา 40 นาที 
- การสกัดและการละลาย 
1. เติม 0.125% (v/v) octyl-POE เตรียมใน 20 mM phosphate buffer, pH 7.4 สัดสวนที่เติม
คือ 5 มิลลิลิตร ตอ 1 กรัมของตะกอน 
2. บดตะกอนดวย Potter-Elvehjem homogenizer ใหละเอียดจนไมเห็นตะกอนหลงเหลืออยู 
3. บมสารละลายตะกอนที่ 37°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาเบา ๆ ขณะบม 










5. ละลายตะกอนดวย 5% (v/v) octyl-POE ในสารละลายบัพเฟอร 20 mM phosphate, pH 
7.4 สวนที่ละลายประกอบดวย “BpsOmp38” 
 
2.3.  การตรวจหาความไวในการรับยาหรือ drug susceptibility  
ทําการตรวจหาไวในการรับยาของเชื้อ E. coli (Omp8) Rosetta strain ที่มียีน BpsOmp38 กลายพันธุ
โดยวิธี Two-fold microdilution method ทําการเปรียบเทยีบคา MIC (Minimum Inhibitory 
Concentration) กับคาของเชื้อ E. coli ที่มียีน BpsOmp38 ดั้งเดมิ โดยหาคา MIC ของเซลลที่เลี้ยงใน
ยาปฏิชีวนะ 6 กลุมไดแก  
กลุมที ่1 (penicillins): penicillin G และ amoxicillin  
กลุมที ่2 (cephalosporins): ceftazidime, cefoxitin และ cefepime 
กลุมที่ 3 (carbapenems): meropenem, imipenem และ doripenem 
กลุมที่ 4 (fluoroquinolones): norfloxacin และ ciprofoxatin  
กลุมที่ 5 (quinolone carboxylic acid): enrofloxacin 
กลุมที่ 6 (sulfonamide-trimethoprim): co-trimoxazole 
 
โดยทําการเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ท่ี 37° จนไดคา OD600 = 0.1 ซึ่งมีจํานวนเซลลระหวาง 10
4
-
105 CFU ตอ mL หลังจากนั้นถายเชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลุมของ microtiterplate แบบ 96 หลุมท่ี
มี LB/50 µg.mL-1 phenylarginine-β-naphthylamide (PAβN) และยาปฏิชีวนะที่ตองการศึกษาความ
เขมขนในชวง 0.125-2048 µg/mL ที่มี calvalunic acid ผสมอยูดวยอัตราสวน (antibiotic: calvalunic 
acid, 2:1) หลังจากนั้นบมเซลลตอที่ 37° เปนเวลา 24 ชั่วโมง หาคา MIC ดวยการดูดวยตาเปลาและวัดคา 
OD600<0.1 เปรียบเทียบกับคา breakpoint ซึ่งเปนคา MIC มาตรฐานของ pseudomonas spp.    
 
2.4. การศึกษาคุณสมบัติการสรางชองของรีคอมบิแนนท BpsOmp38 กลายพันธุโดยเทคนิค Black Lipid 
Membrane  (BLM) Reconstitution Technique 
 
การวัดหา single ion channel conductance โดยวิธี BLM (Nestorovich et al, 2002) อาศัยหลักการ 
insert ของชองพอรนิบนฟอตโฟลิปดเมมเบรนดวยการเหนี่ยวนําดวยความตางศักยไฟฟาที่มีคาไมเกิน 200 







คั่นระหวาง chamber ดาน cis และ trans การเคลื่อนที่ของอิออนที่สามารถตรวจวัดดวยอิเลคโทรดที่มีสอง














รูปที่ 2.1 องคประกอบของ BLM set-up ที่ใชศึกษาการแพรผานของสารผานชองพอริน 
 
การทดลองนี้ทําการตรวจหาคุณสมบัติของ BpsOmp38 ที่เตรียมไดจากหัวขอ 2.1 โดยวัดหาคา single ion 
conductance โดย Montal-Mueller BLM technique มีขั้นตอนดังนี้  
1. ทําการประกอบแผนเทฟลอน (Teflon) ที่มีความหนา 15 ไมครอน และมีรูขนาด 100-200 ไมครอน 
กับ cuvette เขาดวยกัน แผนเทฟลอนจะแยก chamber ออกเปนสองสวนคอื สวน cis และสวน 
trans โดยเรียกอิเลคโทรดดาน cis วาเปน working electrode สวนอิเลคโทรดดาน trans เปน 




รูปที่ 2.2 องคประกอบของ BLM cuvette ที่มีแผนเทฟลอนที่เจาะรูตรงกลางขนาด 50-100 ไมครอนกั้น
ระหวางชองใสสารละลายดาน cis และดาน trans   
 
2. หยด 1% (v/v) hexadecane ท่ีเตรียมใน n-hexane ที่ตรงกลางของแผนเทฟลอนที่มีรูทั้งสองดาน
โดยใชทิปที่เสียบทอพลาสติกยาวประมาณ  2  cm สําหรับไมโครปเปตขนาด 20 µL ทิง้แผนเทฟ










3. เติมสารละลายบัพเฟอรที่ประกอบดวย 1 M KCl/20 mM HEPES, pH 7.4 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
ลงใน chamber ทั้งสองดาน 
4. ใช Hampton syringe (ขนาด 10 ไมโครลิตร) ดูดสารละลายไขมัน diphytanoyl 
phosphatidylcholine (DPhPC) ความเขมขน 5 mg/mL ที่เตรียมในตวัทําละลาย n-pentane 
และหยดปริมาตร 2-3 ไมโครลิตร ลงในแตละดานของ chamber ทิ้งใหไขมันกระจายตัวดีประมาณ 
10-15 นาที 
5. ทําการสราง planar lipid membrane ดวยการไปเปตสารละลายไขมันดาน CIS ขึ้นลงเบา ๆ 
6. ใหกระแสความตางศักยไฟฟาที่คาตาง ๆ เชน ±50 ±100 ±150 และ ±200 mV ระบบควบคุมความ
ตางศักยไฟฟาคือ Axopatch 200B amplifier โดยใช voltage-clamp mode ถาเมมเบรนไมขาด 
ทิ้งใหเมมเบรนคงท่ีอีกประมาณ 5-10 นาที 
7. เติมโปรตีน BpsOmp38 ความเขมขนประมาณ 1-2 ng/mL เตรียมใน 1%(v/v) octyl-POE/20mM 
HEPES, pH 8.0 ลงในดาน CIS ของ chamber ไปเปตขึ้นลงเบา ๆ 
8. ให applied voltage ที่ ±50 mV รอจนมีกระท่ังมีการ insert ของชองพอรินเดี่ยว บันทึกคากระแส
ที่ไดที่ ±50, ±100, ±150 และ ±200 mV ที่คา output gain (α) = 10 และใช four-pole low-
pass Bessel filter ที่ 10 mHz 
9. ทําการวิเคราะหผลการทดลองหาคา single channel conductance ตามกฎของโอหม 
   
2.5. การศึกษาอัตราการนําเขายาปฏิชีวนะผานชอง BpsOmp โดยวิธี liposome swelling assay 
• การเตรียม  multi-lamellar liposome  
1. ชั่ง 20 มิลลิกรัม ของลิปด (soy bean azolectin) นํามาละลายดวย chloroform (Avanti)   
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาดใหญที่สะอาด ความเขมขนของสารละลายลิปดที่ไดเปน 
20 mg/mL 
2. ปเปต  0.2 มิลลิลิตร ลงในหลอดแกวที่มีฝาเกลียวปดได เอียงหลอดเปนมุม 45ºC และหมุนหลอด
แลวพรอมกับเปาของเหลวเบา ๆ จนแหงดวยกาซไนโตรเจน N2(g)  
3. เติม 0.2 มิลลิลิตร diethyl ether (analytical grade) เขยาเบา ๆ จนลิปดละลายดี ตั้งท้ิงไวใน 
fume hood ประมาณ 10 นาที 
4. จุมสวนกนของหลอดลงในน้ําอุณหภูมิ 50°C เอียงหลอดเปนมุม 45 องศาและหมุนหลอดไปพรอม ๆ 
กับเปาของเหลวเบา ๆ จนแหงดวยกาซไนโตรเจน N2(g)  
5. ถายังมีกอนลิปดคางอยูใหทําการทดลองในขอ 3 และ 4 ซ้ําอีกครั้งหนึ่ง 
6. วางหลอดแกวที่เปดฝาใน dessicator แลวทําแหงอยางนอย 1 ชั่วโมงหรือขามคนื 
• การเตรียม proteoliposome 
1. เติม 200 ไมโครลิตร ของสารละลายโปรตีนความเขมขน 20 µg/mL ในสารละลายบัพเฟอร 5 mM 
Tris/HCl, pH 7.5/0.125% LDAO ทําการผสมลิปดและโปรตนีดวยการ vortex เบา ๆ (ปรับ
ความเร็วในการเขยาไมเกิน 600 rpm) ตอเนื่องเปนเวลา 30 นาที 
2. ทําการ sonicate หลอดเปนเวลา 30 วินาที  










4. ทําแหง proteoliposome ใน dessicator เปนเวลาอีก 1 ชั่วโมง  
• การเตรียม dextran-filled proteoliposome 
1. เตรยีม 17% (w/v) D(+)-dextran (MW 40,000, fluka) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใน 5 mM Tris/HCl, 
pH 7.4  
2. เติม 600 ไมโครลิตร ของสารละลาย dextran ในแตละหลอด แลวถือหลอดของผสมในแนวตั้ง ยืด
แขนตรงแลวเขยาหลอดดวยวิธีการยกแขนข้ึนลงระดับหัวไหล-เอว 3 ครั้ง 
3. บมหลอดสารละลาย proteoliposome/dextran ใน waterbath ที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 30 
นาท ีแลวเก็บหลอดไวในตูเย็น 4°C  
• การหาคา isotonic solute concentration 
1. เตรยีม 0.1 M stock solution ของสารละลาย raffinose 2 mL ละลายใหดีดวยการเขยาดวย 
vortex กรองสารละลายน้ําตาลดวย filtered disc ขนาด 0.45 ไมครอน 
2. เตรยีมสารละลายน้ําตาล D-raffinose ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ความเขมขน 40, 50,60, และ 70 
mM ใน 5 mM Tris/HCl, pH 7.5 จาก stock solution ในขอ 1  
3. ปเปต 25 ไมโครลิตร proteoliposome solution ลงใน 1-mL glass cuvette 
4. เติม 600 ไมโครลิตร 40 mM raffinose ลงใน cuvette เขยาทันทีเบา ๆ แลวรีบวัดการเปลี่ยนแปลง
ของคา OD500 ภายในเวลา 60 นาที  
5. ทําการทดลองซ้ํากับสารละลายน้ําตาล D-raffinose ที่ความเขมขน 50, 60, 70, และ 80 mM 
6. คํานวณอัตราการเปลี่ยนแปลงคา OD500 ของสารละลายน้ําตาลแตละความเขมขน ณ ชวงเวลา 60 
วินาที ความเขมขนของน้ําตาลที่ใหคาการเปลี่ยนแปลง ≤ 0.01 ถือวาเปน isotonic concentration 
ใหใชความเขมขนนั้นเตรยีมสารละลายยาปฏิชีวนะ ในการทดลองถัดไป 
• การวัดหาคา swelling rate ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว 
1. เตรยีมสารละลายปฏิชีวนะน้ําตาล ที่ความเขมขนเทากับ isotonic solute concentration จาก 0.1 
M stock solution  
2. ปเปต 25 ไมโครลิตร proteoliposome solution ลงใน 1-mL glass cuvette 
3. เติม 600 ไมโครลิตร 40 mM raffinose ลงใน cuvette เขยาทันทีเบาแลวรีบวัดการเปลี่ยนแปลง
ของคา OD500 ภายในเวลา 60 นาที       
4. คํานวณหาคา swelling rate จากคาเฉลี่ย 3 ครั้ง หาคา relative swelling rate โดยใหคา 
swelling rate ของน้ําตาล arabinose มีคาเปน 100% 




















3.1. การทดสอบการดื้อยาของเชื้อ clinically-isolated B. pseudomallei 
 
การทดลองแรกทําการทดสอบการดื้อยาปฏิชีวนะกลุมตาง ๆ ดังรายละเอียดแสดงในสวนของวิธีการทดลอง
หัวขอ 2.3 ของผูปวยเมลิออยโดซีส ผลการทดสอบแสดงในตารางที่ 3.1 พบวาคา MIC value ของยา
ปฏิชีวนะเกือบทุกตัวมีคาสูงกวคา breakpoint value ยกเวน ceftazidime และ meropenem ซึ่งแสดง




 ตามลําดับ ซึ่งนอยกวาคา breakpoint value ผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวาเชื้อ B. pseudomallei ดื้อตอยาปฏิชีวนะเกือบทุกตัวและมีความไวตอการรับยา
ปฏิชีวนะ 2 ชนิดเทานั้นคือ ceftazidium ซึ่งอยูในกลุมของ cephalosporin และ meropenem ในกลุม
ของ carbapenem การทดลองน้ีสอดคลองกับรายงานอ่ืน ๆ ที่มีมาแลว โดยเชื้อ B. pseudomallei บาง
สายพันธุอาจไวตอยา imipenem ดวย แตในสายพันธุที่ศึกษาน้ีใหคา MIC value เปน intermediatory ที่
อยูระหวางคา breakpoint ท่ีเปน resistance และ sensitive  
 
ตารางที่ 3.1. ผลการทดสอบการดื้อยาของเชื้อ B. pseudomallei โดยวิธี two-fold dilution method 
คา MIC  value ที่แสดงในตารางไดจากการทดลองซ้ํากัน 4-6 ครั้ง 
Antibiotic 
Breakpoint MIC value (µg.mL
-1
) 
S ≤ R > -PAβN +PAβN 
Penicillin 
  Penicillin G ≤16 >16 1024
R 1024R 
  Amoxycillin - - 256 256 
Cephalosporin     
  Cefoxitin NA NA 1024 1024 
  Ceftazidime ≤8 >8 2S 2S 
  Cefepime ≤8 >8 512R 512R 
Carbapenem     
  Meropenem ≤2 >8 4S 4S 
  Imipenem ≤4 >8 8I 8I 
  Doripenem ≤1 >2 >2048R >2048R 
Fluoroquinolone     
  Norfloxacin - - 8 8 
  Ciprofoxacin ≤0.5 >1 4R 4R 
Quinolone 
carboxylic acid     
  Enrofloxacin - - 4 4 
Sulfonamide-
trimethoprim     
  Co-trimoxazol 4 4 128R 128R 
Aminoglycoside     
  Kanamycin - - 16 16 
  Gentamicin ≤4 >4 32R 32R 
a
กําหนดคา breakpoints สําหรับ Pseudomonas spp. ตาม  the EUCAST Clinical Breakpoint Table v. 4.0, valid 










R, Resistant; S, Sensitive; NA, Not applicable; I, intermediatory; -,No breakpoints.  
 
นอกจากนี้ยังพบวาคา MIC value ตอยาปฏิชีวนะทุกตัวใหคาเหมอืนกันในเชื้อที่โตในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีและ
ไมมีตัวยับย้ัง PAβN ซึ่งยับยั้งเอนไซม β-lactamase ที่สลายวงแหวน β-lactam ของยาที่มีวงแหวนนี้ใน
โครงสราง การทดลองแสดงใหเห็นวาการดื้อตอยาของเชื้อ B. pseudomallei ไมเก่ียวของกับกลไกการ
สังเคราะหเอนไซมนี้เพ่ือทําลายยาปฏิชีวนะ 
 
3.1. การออกแบบการกลายพันธุชองโปรตีน BpsOmp38 
 
จากการทํานายโครงสรางสามมิติของพอริน BpsOmp38 พบวาโปรตีนนี้มีโครงสรางเปนชองแบบ β-barrel ที่
ประกอบดวยสายบีตา 18 สายมาเรียงกันแบบ anti-pararell ภายในชองมีสวนของเกลียวอัลฟาสั้น ๆ แทรกอยู
ตามดวยหวง L3 ที่ย่ืนเขาไปตรงกลางชอง และพบแขนงขางของกรดอะมิโน Tyr119 ที่บริเวณสวนตนของเกลียว
อัลฟายื่นเขามาบดบังสวนบนของชองพอรินดังแสดงในรูปที่ 3.1.A เมื่อพิจารณาจากตําแหนงที่อยูแลวคาดวา
กรดอะมโินนี้นาจะมีสวนกําหนดการเขา-ออกของสาร ผูวิจัยจึงไดใชเทคนิค site-directed mutagenesis ทําการ
เปลี่ยนกรดอะมิโนที่ตําแหนง 119 จาก Tyr ใหเปน Ala (รูปที่ 3.1B) และ Phe (รูปที่ 3.1C)  ผลการทํา site-
directed mutagenesis สรางโปรตีนกลายพันธุ 2 ชนิดคือ  BpsOmp38Y119A และ BpsOmp38Y119F ที่มี
คุณสมบัติของแขนงขางตางกัน โปรตีนที่เปลี่ย Tyr119 เปน Ala มแีขนงขางขนาดเล็กที่ไมมีข้ัว สวนโปรตีนที่




รูปที่ 3.1 โครงสรางทํานายของชองพอริน BpsOmp38 ที่แสดงตําแหนงของกรดอะมิโน Tyr119 ในชองพอริน 
BpsOmp38 ดั้งเดิม (A), BpsOmp38Y119A (B), และ BpsOmp38Y119F (C) 
 
3.2. การผลิต BpsOmp38 จากเชื้อ E. coli (BL21) Omp8 Rosetta และการทําบริสุทธิ์ 
 











ถูกตอง จึงนํารคีอมบิแนนทพลาสมิด pET23d(+)/BpsOmp38, pET23d(+)/BpsOmp38A และ 
pET23d(+)/BpsOmp38F ที่สกัดไดเขาสูเซลลเจาบานคือ E. coli สายพันธุ BL21(DE3) Omp8 โดน E. coli สาย
พันธุนีม้ีการ knockout ของยีนพอรินหลายชนิดคือ OmpA OmpC OmpF และ LamB ดังน้ันเหมาะสําหรบัใน
การนํามาใชเปนเซลลเจาบานในการผลิตรีคอมบิแนนทพอริน BpsOmp38  
 
เนื่องจากในขั้นตอนการโคลนยีนไดใส signal peptide เขาไปในยีน ดังนั้นโปรตีนที่ผลิตไดจะฝงอยูบนผนังเซลลเจา
บาน เม่ือทําการสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนออกจากผนังเซลลดวย 2% (w/v) SDS ตามดวย 3% (v/v) octyl-POE 
ในขั้นตอนการสกัดดวยดีเทอรเจนทจะไดโปรตีนที่มีความบริสุทธ์ิระดับหนึ่ง หลังจากนั้นทําบริสุทธิ์โปรตนีดวยวิธี
ทางโครมาโตรกราฟฟแบบแลกประจุบวกโดยใชคอลัมน Hitrap SP HP (GE Healthcare) ขนาดความจุ 5 
มิลลิลิตร แลวทําการชะคอลัมนดวย 0-100% KCl พบวาโปรตนี BpsOmp38 จับกับคอลัมนสามารถถูกชะออกมา




รูปที่ 3.2. การวิเคราะหรีคอมบิแนนทโปรตีน BpsOmp38 ที่ผลิตโดย E. coli สายพันธุ BL21(DE3) Omp8  
A) กราฟการทําบรสิุทธิ์โปรตีน BpsOmp38 ดวยคอลัมนแบบแลกประจุ Hitrap SP HP แลวชะดวย 0-1 M KCl  
B) การวิเคราะหดวย SDS-PAGE ที่ยอมแถบโปรตีนดวย Coomassie Blue  
C) การวิเคราะหทาง immunoblot ของตัวอยางในรปู B และตรวจหาการจับกันระหวาง antibody และ 
antigen โดยใช anti-BpsOmp38 antiserum  
D) ผลการวิเคราะหเพปไทดดวย nanoLC/ESI MS   
ชอง: Std, standard proteins; 1, BpsOmp38WT; 2, BpsOmp38Y119A; 3, BpsOmp38 mY119F; 4, 











เมื่อทําการวิเคราะหหาความบริสุทธ์ิของโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE พบวาโปรตีนกลายพันธุ BpsOmp38A และ 
BpsOmp38F (รูปที่ 3.2B ชองที่ 2 และ 3 ตามลําดับ) ท่ีสกัดไดมีน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยประมาณ 38 กิโล
ดาลตัน ซึ่งตรงกับน้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยของ BpsOmp38 ดั้งเดิม (ชองที่ 1 และ 4) สวนชองพอรินอื่น ๆ 
ไดแก OmpF (ชองที ่5) OmpN (ชองท่ี 6) และ chitopotin (ชองที่ 7) มนี้ําหนักโมเลกุลของหนวยยอยมากกวา
ของ BpsOmp38 ดั้งเดิมเเล็กนอย เมื่อทดสอบดวยวิธี immunoblotting พบวาโปรตีน BpsOmp38 ทุกชองบน
แผนเจลจับกับ anti-BpsOmp38 antibody (รูปที่ 3.2C ชองที ่1-4) นอกจากน้ียังพบวาโปรตนี OmpN มี cross-
react ดวยแอนติบอดีนี้อีกดวย (รูปที่ 3.2C ชองที ่6) สวนโปรตีน OmpF และ OmpF ไมสามารถจับแอนติบอดีได 
เมื่อทําการวิเคราะหเพปไทดดวยวิธี peptide mass fingerprinting พบวามีสายเพปไทดจํานวน 8 สายคือ สายที่ 
P1-P8 (รูปที่ 3.2D) มีลําดับของกรดอะมิโนตรงกับสวนของ outer membrane porin ของ B. 
pseudomallei type strain 1655 (gene id. BURPS1655_I0506) โดยลําดับของกรดอะมิโนของเพปไทด
ดังกลาวแสดงในตารางที่ 3.2 ผลการทดลองนี้ยืนยันวารีคอมบิแนนทโปรตนีบริสุทธิ์ที่เตรียมไดคือชองพอรนิ 
BpsOmp38 
 
ตารางที่ 3.2. การวิเคราะหเพปไทดของโปรตนีที่ทําบริสุทธิ์ดวยวิธี nanoLC mass spectrometry 
Peptide 
order Start – End Observed Charge Mr(expt) Mr(calc) Peptide 
1 49 – 61 454.4741 +3 1360.4003 1360.6735 K.SLWSVGAGVDQSR.F 
1 49 – 61 1362.1779 +1 1361.1706 1360.6735 K.SLWSVGAGVDQSR.F 
2 62 – 75 469.4582 +3 1405.3528 1404.7361 R.FGLRGSEDLGGGLK.A 
3 91 – 100 565.2778 +2 1128.5410 1128.4771 R.FNNGGGMFNR.Q + Oxidation (M) 
4 101 – 117 590.5537 +3 1768.6394 1768.9108 R.QAFVGLSSNYGTVTLGR.Q 
5 149 – 162 730.2538 +2 1458.4930 1457.7474 R.LNTNGDVAVNNTVK.F 
5 149 – 162 1459.8120 +1 1458.8047 1457.7474 R.LNTNGDVAVNNTVK.F 
6 190 – 203 745.9739 +2 1489.9333 1489.7201 R.AYSAGASYQFQGLK.V 
7 328 – 339 735.4683 +2 1468.9220 1468.7423 K.RTDVYAQAVYQR.S 
7 328 – 339 735.5847 +2 1469.1548 1468.7423 K.RTDVYAQAVYQR.S 
7 328 – 339 490.9310 +3 1469.7713 1468.7423 K.RTDVYAQAVYQR.S 
8 329 – 339 657.4061 +2 1312.7977 1312.6412 R.TDVYAQAVYQR.S 
*หมายเหตุ  ลําดับเพปไทดที่ซ้ํากันเน่ืองจากการเครื่องมือวิเคราะหหามวลไดเทากันจึงจําแนกเพปไทดเหลาน้ีใหเปนเพปไทดเดียวกัน 
 
3.2. ผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโน Tyr119 ตอความไวในการรับยาปฏิชีวนะของเซลล E. coli ที่มียีน 
BpsOmp38 
 
การทดลองตอมาทําการเปรยีบเทียบผลของการกลายพันธุตอการเจริญเติบโตของเชื้อE. coli ที่มียีนกลายพันธุ 
BpsOmp38A/F กับเชื้อ E. coli ที่มียีนดั้งเดิม ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะกลุมตาง ๆ ผลการทดลองใหคา 
MIC ดังแสดงในตารางที่ 3.3 จากตารางพบวาคา MIC ของเซลล E. coli ที่สรางโปรตีนพอริน BpsOmp38 มีคา
เพิ่มขึ้นเมื่อเล้ียงเซลลในยาปฏิชีวนะหลายชนิดดังตอไปนี้ penicillin G ยา ceftazidime ยา cefoxitin ยา 
imipinem ยา doripenem ยา cotrimoxazole ยา kanamycin และยา gentamycin เมื่อเทียบกับคา MIC ของ 
E. coli ที่ไมมียีน BpsOmp38 ทั้งนี้ในเซลลที่ไมผลิตโปรตีน BpsOmp38 นาจะใชชองพอรินอ่ืนในการรับตัวยา แต










BpsOmp38 เปนชองหลักในการนําสารเขาออก ยาปฏิชีวนะที่แพรผานเขาสูเซลลผานชอง BpsOmp38 เกิดขึ้นได
ยากขึ้นเนื่องจากชองพอรินสามารถนาํสารต่ําจึงใหคา MIC เพิ่มข้ึนซึ่งแสดงถึงความสามารถในการรับยาลดลง 
 
ตารางที่ 3.3. คา MIC value ของ Omp-deficient E. coli ที่เหนี่ยวนําใหผลิต BpsOmp38 คาที่แตกตางของกลุม
ตัวอยางแตละชุดมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 เมื่อทําการวิเคราะหทางสถิติดวยวิธี 2-way ANOVA analysis 
จํานวนตัวอยางที่ทดสอบ N=10 
Antibiotic 
MIC value (µg.mL-1)  
Control WT Y119A Y119F 
Penicillin     
  Penicillin G >16a >32* >16** >16** 
  Amoxycillin >32 >32 >32 >32 
Cephalosporin     
  Ceftazidime 0.5 1* 0.5** 0.5** 
  Cefoxitin 2 4** 2** 4 
  Cefepime 0.125 0.125 0.25 0.125 
Cabepenem     
  Meropenem 0.25 0.25 0.125** 0.25 
  Imipenem 2 4* 2** 4 
  Doripenem 128 256* 256 512 
Fluoroquinolone     
  Norfloxacin 0.0625 0.125 0.125 0.125 
  Ciprofoxacin ≤0.03125 ≤0.03125 ≤0.03125 ≤0.03125 
Quinolone 
carboxylic acid     
  Enrofloxacin ≤0.03125 ≤0.03125 ≤0.03125 ≤0.03125 
Sulfonamide-
trimethoprim     
  Co-trimoxazol 1 2* 2 1 
Aminoglycoside     
  Kanamycin 256 512* 512 256** 
  Gentamicin 0.25 2* 1 0.5** 
a
เปนการหาคา MIC value จากการเล้ียงเชื้อท่ีมี clavulanic acid และ β-lactamase inhibitor อยูดวย  
*คา MIC values ของเซลลท่ีผลิตพอริน BpsOmp38 เทียบกับคา MIC ของเซลลที่ไมผลิตพอริน (ตัวอยางควบคุม) 
**คา MIC ของเซลลท่ีผลิตพอรินกลายพันธุเทียบกับเซลลท่ีผลิตพอรินดั้งเดิม  
 
เมื่อเปรียบเทียบคา MIC ของเซลลที่ผลิตพอรินกลายพันธุ BpsOmp38 กับคา MIC ของเซลลที่ผลิตพอรินดั้งเดิม
พบวามีคาลดลง แสดงถึงความไวในการรบัยาของเซลลมีมากข้ึนเนื่องจากกรดอะมิโนกลายพันธุที่ตําแหนง 119 
เปน Ala มีแขนงขางเล็กทําใหขนาดของชองพอรินกวางขึ้นทําใหเพิ่มความสามารถในการแพรผานของยาปฏิชีวนะ
มีมากขึ้น สวนเซลลที่ผลิตพอรินกลายพันธุ BpsOmp38F มีคา MIC ของ penicillin cefoxitin kanamycin และ 
gentamycin นอยกวาของเซลลที่ผลิตโปรตีนดั้งเดิม สวนคา MIC ของยาตัวอื่นไมเปลี่ยนยกเวนยา doripenem ที่
ใหคาเพิ่มข้ึน ทั้งน้ีอาจเปนผลมาจากการที่กรดอะมิโนกลายพันธุ Phe119 มีขนาดแขนงขางใกลเคียงกับกรดอะมิโน













3.3. ผลของการกลายพันธุตอคุณสมบัติการสรางชองพอริน  
 
ผลการทดสอบความสามารถในการสรางชองพอรนิโดยเทคนิค BLM พบวาพอริน BpsOmp38 ดั้งเดิม สามารถ
แทรกเขาไปในฟอตโฟลิปดเมมเบรนในลักษณะเปนข้ันบันได ในแตละขั้นแสดงถึงการแทรกของชองพอรินเดี่ยว ใน
รูปที่ 3.3A (ซายมอื) แสดงการวัดคาการเปลี่ยนแปลงของกระแสเมื่อเกิดการแทรกของชองพอรินเดี่ยวที่เกิดขึ้น
อยางเปนลําดับทีละชองทั้งหมด 5 ชองที่ชวงเวลาในการวัด 100 s   สวน inset ขยายใหเห็นคากระแสที่เวลาชวง 
0-500 ms การแทรกตัวของพอรินเขาไปในเมมเบรนเกิดจากการกระตุนดวยความตางศักยไฟฟา ในการทดลองท่ี
เห็นเปนการแทรกแบบ multiple insertion ที่คาความตางศักยไฟฟาเทากับ +100 mV เมื่อทําการวิเคราะหหาคา
การนําอิออนหรือคา conductance จากการทํา histogram analysis ของชองพอรินในเมมเบรนทั้งหมด 536 




รูปที่ 3.3. คุณสมบัติการสรางชองพอริน BpsOmp38 ดั้งเดิมและชองพอรินกลายพันธุโดยการวัดดวยวิธี 
planar lipid reconstitution technique 
 
สวนรูปที่ 3.3B และ 3.3.C (ซายมือ) แสดงคา I(t) ของ multiple insertion ของชองพอรินกลายพันธุ 
BpsOmp38A และ BpsOmp38F ตามลําดับ ผลการทดลองพบวาโปรตีนกลายพันธุมีคณุสมบัติในการสรางชองพอ
รินที่สถียรเหมือนกับชองพอรินดั้งเดิมแตคา conductance เปลี่ยนไปโดยชอง BpsOmp38A ใหคา 
conductance เพิ่มขึ้นเปน 1.9 nS (รูปที่ 3.3B ขวามือ) สวนชอง BpsOmp38F ใหคา conductance นอยลง










ความสามารถในการนําอิออนของชองพอรนิ BpsOmp38 ดีข้ึน ทั้งนี้เนื่องจากแขนงขางของ Ala มีขนาดเล็กทําให
ไมบดบังการแพรผานของอิออน ขณะท่ีการเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ตําแหนงเดียวกันเปน Phe ที่มแีขนงขางอวนใหญ





การทดลองตอมาคือการตรวจหาอัตราการแพรผานหรอื permeation rate ของน้ําตาลชนิดตาง ๆ ผานชองพอรนิ
กลายพันธุโดยเทคนิค liposome swelling assay กราฟที่แสดงในรูปที่ 3.4A เปนอัตราการแพรผานชองพอรนิใน
ลักษณะ bulk permeation โดยเกิดการแทรกตัวของพอรินในเย่ือเมมเบรนหลายชั้นหรอื multilamella 
liposome เรยีกไลโปโซมที่มีพอรินแทรกอยูวา proteoliposome ในการทดลองนี้หาคาอัตราการแพรผานของ
น้ําตาลชนิดตางๆ เทียบกับอัตราการแพรผานของ D-arabinose ที่ใหคาเปน 100% เนื่องจากน้ําตาลนี้มีขนาด




รูปที่ 3.4. แสดงอัตราการแพรผานของน้ําตาลโมโนแซคคารไรดและน้ําตาลโอลิโกแซคคารไรดผาน proteo-
liposome ของพอริน BpsOmp38  




จากรูปที่ 3.4A จะเห็นวาอัตราการแพรของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวคือ D-glucose D-galactose D-mannose และ 
D-GlcNAc (MW 180 ดาลตัน) มีคาสูงกวาน้ําตาลโมเลกุลคูคือ D-sucrose (MW 342 ดาลตัน) และ D-maltose 
(MW 342 ดาลตนั)  และน้ําตาลโมเลกุลสามหนวยคือ D-melizitose (MW 504 ดาลตัน) และ D-raffinose (MW 
504 ดาลตัน) เนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวนอยกวา สวนน้ําตาล D-glucose D-galactose 
และ D-mannose ใหคาอัตราการแพรไมแตกตางกันเนื่องจากมีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน สวนน้ําตาล D-GlcNAc มี











BpsOmp38A มีคานอยกวาของพอรินดั้งเดิม สวน BpsOmp38F ใหคานอยกวา ซึ่งผลนาจะเกิดจากกรดอะมิโน 
Ala ที่เขาไปแทนที่ Tyr119 ทําใหขนาดของชองกวางข้ึน สวน BpsOmp38F มีคาอัตราการแพรของน้ําตาลลดลง







รินดั้งเดิมและกลายพันธุ ผลการทดลองที่ไดแสดงในรูปที่ 3.5 ผลการทดลองแสดงการแพรผานของยาปฎิชีวนะบาง
ตัวเทานั้นผานชองพอรนิ BpsOmp38 ไดโดยอัตราการแพรผานมลีําดับดังนี้ ceftazidime > meropenem > 
imipenem ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 3.1 ที่แสดงวา B. pseudomallei มีความไวในการ
รับยา ceftazidime และยา meropenem สวนยาตัวอ่ืนที่ทดสอบไมสามารถแพรผานพอริน BpsOmp38 ไดคือ




รูปที่ 3.5. แสดงอัตราการแพรผานของยาปฏิชีวนะผาน proteoliposome ของพอรนิ BpsOmp38  
เครื่องหมาย *แสดงการมีนัยสําคญัทางสถิติที่ P<0.05 โดยการวิเคราะหดวย 2-way ANOVA 
 
เมื่อศึกษาผลกระทบของการกลายพันธุพบวาพอริน BpsOmp38A ใหคาการแพรผานของตัวยาทั้งสามคือ 
ceftazidime meropenem และ imipenem มากข้ึน หรือใหคาการแพรผานกับตัวอ่ืนมีคาติดลบนอยลง สวน 
BpsOmp38F ใหผลตรงขามคอือัตราการแพรผานของยาปฏิชีวนะลดนอยลงกวาของพอรินดั้งเดิม ผลการทดลองท่ี
ไดยืนยันวาแขนงขาง Ala ที่แทนที่ Tyr ที่ตําแหนง 119 ชวยใหอัตราการแพรผานของยาเกิดไดดีขึ้น สวนแขนงขาง















การศึกษานี้ตองการศึกษาผลของการเปลี่ยนกรดอะมิโน Tyr119 ตอคุณสมบัติในการนําสารตาง ๆ เขาสูชองพอรนิ
ของเซลลแบคทีเรยีกอโรคเมลิออยโดซีส ผูวิจัยไดใชเทคนิค site-directed mutagenesis ในการสรางยีนกลาย
พันธุแลวทําการแสดงออกของพอรนิกลายพันธุ BpsOmp38A/F ใน E. coli สายพันธุ Omp8 หลังจากนั้นศึกษา
ผลกระทบของการกลายพันธุตอการนําอิออน น้ําตาลและยาปฏิชีวนะ ผลการทดลองจากการทํา two-fold 
dilution assay ยืนยันวาการเปลี่ยน Tyr119 เปน Ala/Phe เปลี่ยนความสามารถในการรับยาของเชื้อ E. coli ผล
การทดลองที่ไดจากวิธี BLM แสดงใหเห็นวาพอรินกลายพันธุมีคาการนําอิออนเปลี่ยนไป สวนผลการทดลองที่ได
จาก liposome swelling assay แสดงการเปลี่ยนแปลงอัตราการแพรผานของน้ําตาลและยาปฏิชีวนะ โดยพอรนิ




รูปที่ 4.1. แสดงความเชื่อมโยงระหวางการดื้อตอยาปฏิชีวนะและพอริน BpsOmp38 ของเชื้อ B. pseudomallei 
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